補体第4成分（C4）産生異常の分子機構 by 中山 耕造
260 金沢大学十全医学会雑誌 第97巻 第2号 2 6tj－279く1 粥81
補体第4成分 くC41 産生異常の分子機構
金沢大学が ん研 究所免疫生物部 く主任 二 高橋守信教按I
中 山 耕 造
く昭和63年 2 月 4 日受付1
ヒ トの 補体第 4成分 くC 4ナは， C4A と C 4 Bの 2つ の アイ ソ タイ プか ら成 り た ち， 10旬 15％の 高率で
単独欠損が見られ る． これ らの 欠損 は， SySte miclupu s erythe m ato su sくS L El や 副腎過形成症 と強い 連
関を 示す ． C 4欠損の 約半数に は， 遺伝子 の 欠失が認 め られ ず， C 4産生に お け る調節機構 の 異常が欠損 の 原
因 で あ る と 考 え られ て い る． マ ウ ス に は構成的 に 発現す る C 4 と， テ ス ト ス テ ロ ン に 誘 導さ れ る se x
．
1imited protein くSlpl の 2つ の ア イ ソ タイ プ が存在 してい る． マ ウス C 4及 び Slp に は ， 種 々 の発 現変異
種， す なわ ち産生異常が知 られ て お り ， ヒ ト C 4 の塵生異常の モ デ ル と して 重 要で ある ． 本研究で は， ヒ ト
C4産生異常の モ デ ル 実験 と して マ ウス の 発現変異種の 解析 を行 っ た ． マ ウ ス C 4の 高発 現系 くC 4
hlと低発
現系 くC 4りとの 間に は， 血 中濃度 に おい て 10倍以上 に も達す る 大き な差が 生 じて い る． こ の 発現畳 の 差の
原因 を明 らか に す る た め， ノ ザ ン プ ロ ッ ト及び ド ッ ト プロ ッ ト に よる C 4－ m R N Aの 定 温 核内 C4－ R N Aの
定量， Chlo r a mphenic ol a c etyltran sfer a s eくC A Tl ア ッ セ イ に よ るin vitroで の ， ま た n u cle a rtr a n s
－
c riptio nア ツ セ イ に よるin viv o で の 転写活性の測定 を行 い C4
h と C4
1 間で 比 較 した ． その 結乳 転写活性
に C4h と C 41 間で 有意 な差 は認 め ら れ な い に も か か わ ら ず， C4
h に は C4一 に 比 べ て明 ら か に 多量 の C4－
m R N A が検出され た ． こ の 事よ り， pO St－tr a n S Criptio nの 段階で C 4




一 般 に は テ ス トス テ ロ ン に誘 導され るが， H －2W 7等の 特定の 系統 で は構成的に 発現 して い
る． H ．2W 7 に お け る Slp の構成的発現の原因 を明 ら か に す るた め ， コ ス ミ ド を用 い て C 4に 連関し た遺伝子
の ク ロ ー ニ ン グ及び構造解析 を行 っ た ． そ の 結果， H －2
W 7 マ ウ ス は C4遺伝子 を 1 つ ， Slp 遺伝 子 を 1 つ ，
そ して C4遺伝子 と SIp 遺伝 子 と の r e c o mbin atio nの 結果生 じた と考 え られ る， 5
， 側が C4由来， 3
，
側が
Slp 由来の re c o mbin a nt遺伝子 を 3 つ 持 つ 事が 明 ら か と な っ た ． こ れ らの 3 つ の r e c o mbin a nt遺伝子 が
C4由来の 5， ．fla nking 部位， す な わ ち遺伝子発現調節部位 を持つ 事が， H ．2
W 7 マ ウス に お け る Slp の 構成的
発現の原因である と考 え られ た．
Key w o rds pr o m oter a ctivity， pOSt－tr a n S C ription alc ontrol， CO S midclo ning，
r e c o mbin a nt ge n e
補体系は， 20種の 血 清 タ ン パ ク 質 と数種 の レ セ プ
タ ー か ら成 る生体反応系で， 炎症 や液性免疫の メ デ ィ
エ ー タ ー と して生体防御 に お い て 重 要な役割 を果 た し
て い る． 補体系に は， 古典経路 と別経路の 2つ の惰性
化反応が存在 して お り， 補体第 4成分 くC41 は， 古典
経路 にお ける C3転化酵素 くC3 コ ン ペ ル タ ー ゼう の 構
成成分と して 必須な働 き を行 っ て い る11．
遺 伝学上 C4 で特 に 重要 な の は疾患 と の 関連 で あ
る． ヒ トの補体第4成分は， C 4A と C 4 B の 2つ の アイ
A bbreviatio n s こD N A， de o xyribon ucleic
m entary D N Ai m R N A， m e S S e nge rR N Aニ
M H C， m ajorhistoc om patibility c o mple xニ
ソ タ イ プ か ら 成 り た っ て い る が ， 正 常 人 口 の 約
10ノ ー 15％と い う非常 な高率 で C4 A タン パ ク質 も しく
は C 4 B タン パ ク 質の 単独欠損が見 られ る2l． C4 A欠損
は特に Syste mic Lupu sErythem atos u sくS L El 様の
疾患と強く連関 して お り31， C4 B欠損で は 高頻度で 21－
hydr o xyla seく21－O Hl 欠損を合併 し， そ の 結果と して
先天 性副腎過形成症 と な る41． ま た 1型 の 糖尿病と も
強 い 連関 を示 す5I． サザ ン プ ロ ッ ト に よ っ て， こ れ らの
C4 欠損 の 遺伝子 が す で に 解 析さ れ て い る郎71． その 結
a cidi R N A， ribo n u cleic a cidニ CD N A， C Om ple
－
kb， kilobase くsH bp， ba sepair くsJ三 Cl， Clon ei
Slp， S e X－1imited pr oteinニ S L E， SyStemic lupu s
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果， C4 欠損の 約半数 に は遺伝子 の 大 き な欠失は認め ら
れず，C4 産 生に お ける 調節機構に 異常 をき た し て い る
と考え られ て い る ． ま た C4A， C4B 共 に非常 に 多様性
に 富み， 35 以 上の ア ロ タイ プが 同定さ れ てお り鋸 ， こ の
多様性の 生理的 な意味も興 味深い ．
マ ウ ス の 補体第 4 成分 は構成的 に 発 現 す る C4 く溶
血活性 を持つつ と 一 般 に テス ト ス テ ロ ン に 誘導さ れ る
S e X．1i mited protein くSlp， 溶血 活性 を持 た ないl の 2
つ の ア イ ソ タイ プ か ら成り立 っ て い る ． C 4 と Slp の 血
中濃度 を支配す る 要因 は， 構造 遺伝 子 と 不 可 分 に
M H Cの S領域 に 位置し てお り， マ ウス の 系統間 で 著
し く異 な っ て い る9コ
．
た と え ば C4の 場合， 高発現系
くC朽 と低発現系 くC4り が知ら れ て お り， 血 中濃度に
お い て 10倍以 上 に も 達す る大き な差が 生 じて い る． ノ
ザ ン プ ロ ッ トに よる 解析 の 結軋 血中濃度 の差 を反映
し， C4
h マ ウ ス の 肝臓中 に は C41 マ ウス に 比 べ て 10倍
以 上 の 多 量 な C4－ m R N A が存在 し て い る 事 が 示 さ
れ10ト 12I， 翻訳以 前の 段階 で C 4b と C41 の 差が 生 じて い
る と考え られ る． 一 方Slp の 場合， 一 般的な テ ス ト ス
テ ロ ン で 誘導さ れ る系統の 他 に ， 全く発 現 しな い 系統，
また 構成的 に発 現 す る系統の 3種 の 発現 様式が知 られ
てい る
．
To si ら1 31， Levi－Str a u s sら1 4J， Ro s aら1 5Jはサ
ザ ン プ ロ ッ トに よ る解析をお こ な い ， ほと ん どの マ ウ
ス の 系統で は C 4遺伝 子 と Slp遺 伝子 が 1個ず つ 存 在
して い る の に 対 し， 構成的に Slp を発 現 し て い る H－
2W 7 マ ウ ス で は ， 4 個 も しく は 5個の C 4に 連関 した遺
伝子 が 存在し て い る事 を示 してお り ， 遺伝子 重 複と発
現様式の 変化 と い う観点で興味深い ．
こ の よ う な遺伝子発現調節 に 関す る多数 の 変異種
くe xpre s sio n v a ria ntl の 存在， す なわ ち種々 の 産生異
常の パ タ ー ン が 見られ る事 よ り， マ ウ ス C4 はと 卜 C4
の 産生 異常の 機構 を解明 す るう え で 極 めて 魅力的なモ
デル で あ る． 本研究 は と 卜 C4産生異常， さ ら に は それ
に 伴う S L E様疾患等の 発症 の 機構 を追究 す る第 一 歩
とし て ， 遺伝子 発現 の どの よ う な機構 の 差 に よ っ て C4
の 高発 現 系と低発現系が生 じて い るの か を明 らか に す
る 目的で ， ま た 一 般 に テ ス ト ス テ ロ ン で 誘 導さ れ る
Slp が ， な ぜ特定の マ ウ ス で は構成的 に 発 現 し て い る
の か を明 ら か に す る目的 で 行われ た．
材料お よ び方 法
工
． 材 料
C 3 H．W 7くH－2W 7lマ ウス は Klein 博 士， ヒ ト肝癌由
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釆 HepG2細胞 及 び マ ウ ス B f－CDN A は Colte n博士 ，
ヒ サ ジ マ ア ー ム は本庶博士， ウ シ 21， ヒ ド ロ キ シ ラ ー
ゼ く2l．O HトcD N A は藤井博士 よ り分与され た． C4 特
異的及 びSIp特異的合成 D N A ブロ ー プ は， 既 に 報告
し た F M系 マ ウ ス の C 4－CD N A及び Slp． cD N A の配
列 をも と に 川 1 71， 日科器 く東都 に 作製を依頼 した． プ
ロ ー プ と して 使用 した F M系マ ウ ス の C4及 び Slp の
CD N A及 び 遺伝子 は既 に 報告 し てい る1 7ト 瑚 ． 制限酵
素類は宝酒造 く京都う， 東洋紡 く大阪うよ り， ラ ジオ ア




ノ サ ン プ ロ ッ ト
SIp を発現 し て い な い Bl OくH．2b，C 4hl の雌 と B lO．
B Rく軋 2k ，C 4りの 雌 の 肝臓か ら， Chirgwin ら の方法 細
に 従 い 全 R N A を抽 出 し た． 抽 出 し た 全 R N Aを
Lehra ch らの フ ォ ル マ リ ン 法2りで電気泳動 し， ニ ト ロ
セ ル ロ ー ス 膜 に プ ロ ッ ト した． プ ロ ー ブと して F M系
マ ウ ス の C4－ CD N A の 5
，
端 か ら 得 た Ec oRI．Av aI
l．5 k bの 断片 を ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 法22Iで 標
識 して 用 い た
．
こ の ブ ロ ー プ と ニ ト ロ セ ル ロ ー ス膜 を
1M 塩化ナ ト リ ウム ， 0．2％ ウ シ血 清ア ル ブ ミ ン ， 0．2％
フ ィ コ ー ル ，0．2％ポリ ビニ ル ピロ リ ド ン，50m M トリ
ス 一 塩 酸緩衝液 くpH 7．4l， 10m M E D T A， 0．1％
S D S，100FLg変性サ ケ精子 D N Alml中で 65
O
C で反応
させ た． 反応後， ニ ト ロ セ ル ロ ー ス膜 を 15m M 塩化 ナ
ト リウ ム ， 1．5 m M クエ ン 酸ナ トリ ウム ， 0．01％S D S
溶液中で 650C， 30分間ずつ 3 回洗い ， － 70
0
C でオ ー ト
ラ ジオ グ ラ フ イ ー をお こ な っ た
．
H L C 4k 遺伝子 の 5， ．fbnkimg 部位の ク ロ ー ニ ン グ
BlO．B Rマ ウ ス の 肝 高分 子 D N A は Blin らの 方
法2 3Jに 従 い 調製 し た． こ の 高分 子 D NA を Ba mH Iで
完全 に 消化 し， 1％ アガ ロ ー ス 電気泳動 に よ っ て ， F M
系 マ ウス の C4 遺伝子 の 5， 端 か ら 得た Pst I ．Ba mH
I l．5 kbの 断 片 く5， プ ロ ー ブI と 反 応 す る 3 k b と
1．8 k bの 2 つ の 分画 を分取 し， 入 ． フ ァ ー ジ由来 の ヒ サ
ジ マ ア ー ム と結合 した． in vitroパ ッ ケ ー ジン グ後，
L E 392に 感染さ せ プ レ ー トに 撒い た
．
ス ク リ ー ニ ン グ
は Be nto n－Da vis の 方法241に 従い ， 前述の 5， プ ロ ー ブ
を用 い て お こ な っ た ．
IV． chlo r a mphe nicola c etyltr a n sfe r a s eくCA Tl
ア ッ セ イ
C A Tア ッ セ イ は Go r m a nら の 方法25りこ従っ て行 っ
た ． F M系 マ ウ ス の C4 遺伝 子 及 び 前述 の BlO．BR マ
e rythe m atos us三 21－ O H， 21－hydro xyla seニ S DS， S Odiu m dodecyl s ulfateニ E D T A， etyle n edia．
min etetra a c etic a cidニ C A T， Chlo r a mphenic ola cetyltr an sfera s eニ T L C， thinlayer chrom atoN
gr aphy．
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ウ ス の C4遺伝子 の 5， 非翻訳領域 か ら上 流1．8 k bの
配列 を含 む D N A断片を， H ind IIIリ ン カ ー を用 い て，
pS V O C A Tベ ク タ ー の Hind III サ イト に ク ロ ー ニ ン
グ した． こ の D N A 20メイg を リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 で
5 XlO6 個の ヒ ト肝癌由来 HepG 2細胞 に 導入 した． 導
入 の効率 を上 げる ため ， 25％グリ セ ロ ー ル で 1分間処
理 し， 48時間後 に 細胞を集 め超音波処理 に よ っ て ライ
セ ー トと した． こ の ライ セ ー トの タ ン パ ク質濃度 を バ
イ オ ラ ボ社の 定量 キ ッ トで定量 し た． タ ン パ ク量 に換
算 して 100声g の ラ イ セ ー ト を 含 む 120声1 の反 応液
く0．25M トリス 一 塩酸緩衝液， pH 7．0， 1JLCi
1 4C－ ク ロ
ラム フ ェ ニ コ ー ル ， 4 m M ア セ テ ル CoAl 中で 370C，
30分間反応 を行い ， 酢酸 エ チ ル で 抽 出した． ア セ テ ル
化 され た ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル の 検 出 は， 抽出 液 を
T LC プ レ ー トで 展開 く展開液 は エ タ ノ ー ル ニ ク ロ ロ




Nu cle a rtr a n sc riptio n くr u n－ O nl ア ッ セ イ
Slp を発現 し て い ない BlOマ ウ ス の 雌及 び B lO．B R
マ ウス の雌の 肝臓か ら， M a r zluffらの 方法2 61に 従 っ て
核 を単離 した ． 反応は 70m M 塩化 カ リ ウム ， 6 m M マ
グネ シ ウ ム ， 0．5m M A T P， 0．5 m M G T P， 0 ．5 m M
C T P， 0．01m M
3 2P－U T P中で 25
C
C 30分間お こ な っ
た
．
そ の後半量の フ ェ ノ ー ル 及 び C工A Aくク ロ ロ ホ ル
ム ニ イ ソ ア ミ ル アル コ ー ル こ 20ニ 11 を加 え， 65
0
C で
5分間放置 し， さ ら に水 中で 5分間放置後 10，000Xg，
20分間遠心 して R N A を抽出 した ． 抽出 した R N Aを
1ml の Sephade x G．50 カ ラム で ゲ ル ろ過 し， 遊離 の
ヌ ク レ オ チ ド を 除 い た． 10JJg の C 4．cD N A， C3－
CD N A， pB R 322 の D N Aを 0．4 N水 酸化 ナ トリ ウ ム
溶液中 で 変性 さ せ， ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に ド ッ ト プ
ロ ッ トを行い ， ラ ベ ル した R N A と， 50％ホ ル ム ア ミ
ド，0．75 M塩化 ナ トリ ウ ム ，75m M クエ ン酸 ナ ト リ ウ
ム ， 0．1％ S D S， 1 m M E D T A， 10m M トリス 一 塩酸
援衝液 くpH 7．4I， 2JLg 熱変性 サ ケ精 子 D N Alml申
で ， 52
0
C， 12時間反応さ せ た
．
反応後 ， ニ トロ セ ル ロ ー
ス 膿 を 0．15 M塩化 ナ トリ ウ ム ， 15 m M クエ ン酸 ナ ト
リ ウ ム ， 0．1％S D S溶 液中 で 52
O
C， 30分 間 3 回洗
い ， － 70
0
C で オー ト ラ ジオ グ ラ フ イ
ー を行 っ た ．
W ． ド ッ トプ ロ ッ ト に よ る R N Aの 定量
肝臓 か ら の 核 の 単離 は， 前 述 の n u cle ar tra n s．
C riptio nア ッ セ イ と 同様 に 行 っ た ． 全 R N Aの 抽 出 は
ノザ ン プ ロ ッ トの項で 既に述 べ た ． 抽出 した R N A を
10倍量 の 3 M塩化 ナ トリ ウ ム ，0．3 M クエ ン酸 ナ トリ
ウム 溶液 で希釈 し こ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜上 に ス ポ ッ ト し
た ． 使用 した ブ ロ ー プ及び反 応 の条件 はノ ザ ン プ ロ ッ
ト と同様 である ．
Vl． コ ス ミ ド ライ ブ ラ リ ー の 作製 及 び ス ク リ ー ニ ン
グ
高分 子 D N Aは Blin ら の 方 法23Iに 従 い ， C 3 H．W 7
昭 一2W 7コ マ ウ ス の 肝臓 よ り調製 し た． こ の 肝高分子
D N Aを Taq I で部分的 に 消化 し， 0．3％ア ガ ロ ー ス
電気 泳動で 35へ 50k b の断片 を分取 し て 2．5メg をイ
ン サ ー ト と して 使用 した． selfligatio nを 防 ぐた め，
pJB 8コ ス ミ ド ベ ク タ ー を Av aI， も しく は Pv uII で
消化 し， ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ処理 で脱 リ ン 後， Cla
工 で さ ら に 消化 し， 3kb と 5 k bの 2種類の ア ー ム を
調製 しイ ン サ ー ト と 結合 し た． そ の後 in vitr oパ ッ
ケ ー ジ ン グ を行 い ， 490Aに 感染させ 30ノJgノmlの ア ン
ピ シ リ ン を含む L B プレ ー ト上 の ニ トロ セ ル ロ ー ス 膜
に 撒い た
．
そ の結果， 25万 の 独立 した コ ロ ニ ー が 得ら
れ た ． ス クリ ー ニ ン グ は Ha n aha n－M es elso nの 方法271
に 従 っ て 行 っ た ． プ ロ ー ブ と して F M系 マ ウ ス の C 4
遺伝 子 の 5， 端 か ら得 た Pst ト Ba mH I l．5 k bの 断
片 C5， プ ロ ー ブっ と， F M 系マ ウス の Slp－CDNA の 3
，
端 か ら得 た Pst ト H ind IIIl．O k b断片 く3， プ ロ ー ブl
を ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 法2 2Iで 標 識 し て使 用 し
た ． ハ イ プ リ ダイ ズの 条件 は， ノ ザ ン プ ロ ッ トと 同様
で ある ． な お コ ス ミ ド D N Aの 単離 は， Gr osv eld らの
方法2 8さに 従 っ た ．
Y臥 サ ザン プ ロ ッ ト
So uthe r nの 方法2 918こ従い ， D N A を制限酵素 でテ削ヒ
後， アガ ロ ー ス 電気泳動 に よ っ て D N A断片を分離し，
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜に プ ロ ッ ト した ． ニ ッ タ トラ ン ス
レ ー シ ョ ン法221に よ っ て標識 した プ ロ ー ブ に よ る ハ イ
プ リ ダイ ズ は， ノ ザ ン プ ロ ッ トと 同様 な 条件 で お こ
な っ た
． 合成 ポ リヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は， ポリ ヌ ク
レ オ チ ドキ ナ ー ゼ を用 い て 5
，
端 を 3 2P で標識 し使用
した
．
ハ イ プ リ グイ ズ は ノ ザ ン プロ ッ ト の 項 で 述 べ た
反応液中で， 40
ウ
C， 15時間お こ ない ， そ の 後 0．9 M塩
化ナ トリ ウ ム ， 90m M クエ ン酸 ナ ト リ ウム ， 1 ％S DS
溶液中で 50
0
C， 30分間3 回洗い ，－700C で オ ー トラ ジ
オ グ ラ フ イ ー を行 っ た ．
工芸 ． D N A塩基 配 列 の 決 定
Sange rらが 開発 し3 01， M essing に よ っ て 改良され た
M 13フ ァ ー ジを 用 い た ジ デ オキ シ法31ぃで行 っ た ． す べ
て の 配列 に 関 して 両鎖 と も塩基配列 を決定 した．
成 績
I ． C 4h 遺伝子 と C 41 遺伝子 の 発 現 に お け る ， pOSt－
tr a n s c riptio n alc o ntr ol
l ． C4h マ ウ ス と C 41 マ ウ ス の 肝臓 の 全 R N Aの ノ
ザ ン プ ロ ッ トに よ る解析
B lOマ ウス くH．2b， C4hl と B lO．B Rマ ウス くH－2k，
補体第 4成分産生異常の 分子 機構
C4り の 肝臓か ら全 RNA を抽出し， ノ ザ ン プ ロ ッ トを
行 っ た ． その 結果 ， C 4
h マ ウス ， C4
1 マ ウ ス 共に 5．4 kb
の C4－ m R N A を認 め た く図 1l． そ の 他の ， た と えば ス
プライ シ ン グ の途中の 高分子 C4－R NA 等 は検出 さ れ
なか っ た ． しか しな が ら， C4－m R N Aの 量は明 ら か に
C4b の 方が C41 に 比 較 して 多か っ た
．
図 1 に お い て
C4h， C4
1共 に レ ー ン 1 に は 22ノ上g の ， レ ー ン 2 に は 8
FEgの ， レ
ー ン 3に は 2JLg の 全 R NA を泳動 して い る．
図の 左側 は C4－ CD N A をプ ロ ー ブ と して 使用 した 結果
を， 右側 は C4－ CD N A プロ ー プ で ハ イ プリ ダイ ズ した
後， 100
0
C の 10m M トリ ス 一 塩酸緩衝液 くpH 7．41で
膜 を2 回洗う こ と に よ り C 4－CD N A プロ ー プ を除 き，
さ らに イ ン タ ー ナ ル コ ン トロ ー ル と して， マ ウス の 系
統間で発現童に 差の な い 血 清 ア ル ブ ミ ン の cD N A を
プ ロ ー プ と し て ハ イ プ リ グ イ ズ し た結果 を示 し て い
る ． マ ウ ス の 系統間 で 発現量 に 差の 無 い 血清ア ル ブ ミ
ンの CD N A を プロ ー プ と して使用 し た場合， C4h マ ウ
ス ， C 4
1 マ ウ ス 共に ほ ぼ同量 の 血清ア ル ブ ミ ン m R N A
を検出 す る 事 が で き， こ の 実験 に お い て ト ラ ン ス
ファ ー 等 に 技術的な問題は無 い と 考え る事が で き る．
と こ ろ が， C4－CD N A をプロ ー プ と し た場合 に は， 明ら
か に ， C4
h の 方 に 多量 の C 4－ m R N A を検出す る事が で
きた ． C 4
h の レ ー ン 3に は 2JLg の 全 R N A を， C 41 の
レ ー ン 1 には 22声g の全 R N Aを泳動 して い るの で そ
の 差は 10倍以 上 あ る と考え られ た
．
c 4h c 4L c 4h c 4l
1 23 1 2 3 1 2 31 2 3
■ 2 8 Sト
■ 1 8Sト
C 4probe ALbu min probe
Fig． 1． No rthe rn blot a n alysis of total R NAs
isolated fr o m C 4h m o u seliv e r a nd C 41 m ou se
liver． Differ ent a m o u nts oftotal R N Asis olated
fr o m BlOm o u s eくC4hlliv er a nd B lO．B Rm o u se
くC 41Jliv e r － 22JLg くIa n el， 8JLg く1a n e2I， 2JLg
く1a n e3ト w e reprocessed fo r No rthe rn blotting．
The sa m efilte r w a s sc re e ned subs equ e ntly with a
C4－CD N Apr obe く1eftl a nd a Ser u mA lbumin －
CD NA probeくrightl． M igr atio ndista n c e s of 2 8S
く4．2 kbl a nd 18Sく2．O k blribo s o m al R N As w e re
indic ated．
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2 ． CAT ア ッ セ イ に よ る C4h 遺伝子 と C41 遺伝子
の プ ロ モ ー タ ー 活性 の 比 較
著者 ら は既 に F M系 マ ウ ス を用い て， C4遺伝子 の
主 な転写調節部位 は その 5，－fla nki喝 部位 に 存在 して
い る事を示 し てい る32I． よ っ て， C 4h遺伝子 と C 41 遺伝
子 の 発現量 の 差は， 5，．fla nking 部位の プ ロ モ ー タ ー 活
性の 差に よ っ て生じて い るの で は ない か と考 え， C A T
ア ッ セ イ を お こ な っ た ． F M系マ ウス くC4り及び BlO．
B Rマ ウ ス くC 4りの C 4遺伝子 の 5，－fla nk ing 部位 の断
片 を pS V O C A Tベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し， HepG 2
細胞に 導入 して， 一 過性の発現畳 を定量 した ． そ の結
果， 図2 に 示 した よう に ， C4b の方が C41 よ り もや や 強
い プ ロ モ ー タ ー 活性 を示 す傾向が見 ら れ た が ， イ ン
タ ー ナ ル コ ン トロ ー ル が無い た め， こ の 差が有意であ
る か どう か は結論 で き な か っ た． しか しな が ら， 血中
濃度 や m R N A 量の 差 を説明 で き る ほ どの プ ロ モ ー
タ ー 活性の 差は無い と 考え られ， 次の実験を お こ な っ
た ．
3 ■ Nu cle a rtr a n s c riptio nくru n－ O nl ア ツ セ イ に よ
るin vivo で の 転写活性 の測定
C A T アツ セ イ はイ ン タ ー ナ ル コ ン ト ロ ー ル が 取れ
な い 事及 び 5，．fla nking 部位以外 に も遺伝子発現調節
部位が存在 す る可階隆を否定でき な い 事よ り， in viマ0
で の転 写活性 を どの程度 反映 して い る の か 疑問が残
る
．
そ こ で ， より 直接的 にin Yiv oでの転写活性 を測
定 す る た め ， B lOマ ウ ス くC 4hl と BlO．B Rマ ウ ス
くC411 の 肝 臓 よ り核 を単離 し n u clea rtra n sc riptio n
ア ッ セ イ を 行っ た ． ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と して
pB R 322， イ ン タ
ー ナ ル コ ン ト ロ ー ル と して マ ウ ス の
系統間で 発現量に 差 の 見 られ ない C 3 も合わ せ て 測定
した
． 図 3に 示 した よ う に ， C4b マ ウス ， C41 マ ウス の
C4遺伝 子及 び C3遺伝 子 の 転 写量 は ほ ぼ 同程度 で
あ っ た． すな わ ち ， C 4遺伝子 の転写活性 に お い て， C4わ
遺伝子 と C41 遺伝子 で 大き な差 は 無 い 事 が 明 ら か と
な っ た ．
4 ． 核内 R NA と全 R N A中の C 4－R N Aの 定量
C4b 遺伝子 と C41遺伝子 間で 転写活性 に大 き な善 が
認め ら れ な い と い う n u cle a rtr a n scriptio nア ツ セ イ
の 結果 をよ り明確 に す る た め， C4b マ ウス と C41 マ ウ
ス の 肝臓 か ら核 を単離 し， 核内の R N A を抽出， そ の 後
ド ッ トプ ロ ッ ト を行 い C 4－R N Aを定量 した． ま た， 全
R N Aの ド ッ ト プ ロ ッ トも 合わ せ て 行い ， C4－ mR N A
を定量 した． 図 4 上部 は C 4－CD N A を プロ ー ブ と し て
使用 した 結果 を， 下部 に は 100
0
C の 10m M ト リス 一
塩 酸 緩衝液 くpH 7．41 で 膜 を 洗 う こ と に よ り C4－
CD N A プロ ー ブ を除き ， さ ら に イ ン タ ー ナ ル コ ン ト


















Fig．2． Expr e sio n of C A Ta ctivitie sin HepG 2
C ells tr a n sfe cted with re c o mbin a nt pla s mids
C O ntaining 5
，
．fla nkingfr agm e nts ofthe C4
h
and
C41 gen es． くLeftl Sche m atic repre se ntatio n of
C4h くF M m o u s el a nd C41 くBl O．BR m o u se， H－2り
ge ne． T he 5
，
一fla nking fr agm e nts of C4
h
ge n e
く1772bpl a nd C 4
1
ge n eく1833bpI w e re s ubclo n ed
into pS V O C A T． HepG2cells w e retr an Sfe cted
Withthe se r e c o mbin a ntpla s midand w e r e u sedto
a s say fo r tra n sc riptio n al a ctivity． Re strictio n
e n zym e site s u s ed w e re a sfollo w sこ Bm ，
Ba mH I三 Hc， Hin cII． くRightlAuto r adiogr a m
Sho w sthe c onv ersion ofchloram phe nicolくCMIto
its a c etylated produ ctくAcC Ml．
Fig． 3． An alysis ofthe C 4tra n scriptio n rate ofC4
h
m o u se a nd C 41 m o u se． Nu cle a rtr a n s cription
a ss ay with
32P－1abeld R N As obtain ed fr o mis olat．
ed n u clei pr epa r ed fr o m B10 m o u seくC4hJliv er
く1efり a nd B lO．B R m o u s eくC4り1iv e rくrightJ w e re
pe rfo r m ed． Equ alam o unts of labeled RN Asく10
8
dpml w ere hybridiz ed to nitro c ellulo sefilters
C O ntaininglOJLg Of C 4－ CD N A， C 3－CD N Aくinte rnal
C O ntr Ol， pB R 322pla s mid D N Aくn egativ e

























Fig． 4． Dot blot a n alysis of total R N As a nd
n u cle a rR N Asis olated fr o mC 4h m o u s eliv er a nd
C41 m o u s eliv er． Differ ent a m o u nts of total
R N As a nd n ucle a rR N As is olated fro m BlO
m o u s eくC 4り1iv e r a nd BlO．B Rm o u seくC4りIiv er
．
10JLg， 5JLg， 2－5JLg， 1．2FLg， 0．6JLg， 0－3JLg
－ W ere
spotted o n nitr o c ellulo s efilter． The s a m efilte
r
w a s s c re e n ed subs equ ently with a C4－CD N A
pr obeくup pe rJa nd a Se rum A lbumin
－ CD N Aprobe
くlo w erl．
補体第4 成分産 生異 常の 分 子機構
アJVブ ミ ン CDN A をプ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 結果 を
示 し て しlる ． 血 清ア ル ブミ ン CD N A をプロ ー ブと し て
使用 した 場合， 核内 R N A， 全 R NA 共 に C4h マ ウ ス と
C4
． マ ウ ス 間 で 差が 見 られ な か っ た ． 従 っ て ほ ぼ同量
の 核内 R N A及 び全 R N A を ドッ ト して い る と考 え る
事が で き た． C 4－CD N Aを プ ロ ー ブ と し た 場合， 全
R N Aに お い て 明 ら か に C 4h マ ウス の 方 に 多量 の C4－
mR N A を検 出 す る 量 が で き た
．
10p gの C 4
1 の 全
R N A中 の C4－ m RN A は 1．2JJg か ら 0．6pg の C4
h
の 全 R N A中の C4Tm R N Aに 相 当し， そ の 差は 8倍 か
ら 16倍程度で あ っ た ． この 結果 は前述の ノ ザ ン プ ロ ッ
トの 結果 と 一 致 した． と こ ろが 核内の R N A中の C4，
RN Aに は， こ の よ う な大き な差は見 られ ず， 2倍程度
C4h の 方が 多い だ けで あ っ た
．
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Fig－ 5． Mole c ula r maps of 270 V e rlap ping c o smi d
Clo n e s c o ntainingfiv eC 4－related gen e s ofthe H －
2W7 m o u s e． T he 27co smid clo n e s w er edivided
into fiv egr o ups a c c o rdingtothe size of hybridiz－
1 ng fr agm e nt a nd the r e strictio n maps w e re
a s se mbled u sing r e strictio n e n zym es， Sal I， Sa c
II， a nd X ho I ． T hes efiv e gr o ups of co s mid
Clo n e s a red sign ated a s c o ntaining the C4 ge n e
a ndthe Slp ge n esくSlpW 7 a， SIpW 7 b， SlpW 7C， SlpW 7dl
O ntheba sis ofthe r es ults of So uthe rnhybridiz a－
tio nu sing the C 4－Spe Cific a ndSlp－Spe Cific pr obes
a s sho w nin Figu re，6．
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王工
． 構成 的 に Slp を発現 し て い る C 3 H．W 7マ ウ ス
の コ ス ミ ドク ロ ー ニ ン グ に よ る 解析
1 ． C4及 び Slp遺伝子 の 単離
C 3 H．W7 マ ウ ス の コ ス ミ ド ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク
リ ー ニ ン グ した結果， 41 の ク ロ ー ン を得た． こ の う ち
5
，
プ ロ ー ブ と反 応す る 27ク ロ ー ン に つ い て 制限酵素
地図の 作成， サ ザ ン プ ロ ッ トに よ る解析 を行 い ， 2 7 ク
ロ ー ン を 5 つ の グ ル ー プ に 分け る事が で き た く図 5う．
2 ． 単離 した遺伝子 の同定
C 4 と Slp は， 全体的に 非常に 高い 相同性がある が，
CIS 切 断部位 で は 著 し く 塩基配列 が 異 な っ て い
る1引りれ ． こ の 著 しい 塩基 配列 の相違に 従 っ て合成 され
た C 4特異的及び Slp特異的オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ロ ー ブ く図 6の 上 部 に 配列 を示 す1 を用 い て サ ザ ン プ
ロ ッ トを行 い ， こ れ らの 5 つ の 遺伝子 が ， C4であ るの
か Slp で あ るの か を調 べ た ． 前述の 5 つ の グル ー プか
ら 1 つ ずつ コ ス ミ ドク ロ ー ン を選び くcl．1， Cl．4， Cl．8，
3LG T T GT G T T G T AC GAC G T C C－ 5
1
C 4 c G A A A C A A CCA A A C A TGC TG C A G G A G
S Lp C G A A A G G T C C G GGA C A T G G T G A A T T T G
3．－C C A G CCC TGT A C C ACT T A A－ 5．
Cム Pr Obe
d a 8 1
27 2 2 1 8
Fig． 6． So uther n blot hybridizatio n with the
Symthetic C4－ SPe Cific a nd Slp－Spe Cific oligo．
n u cle otides． T he n u cle otide sequ en c es ofthe C4－
Spe Cific and Slp． spe cific pr obe s a ndtheir c o mple－
m e nta ry str a nds ar e sho w n at the up pe rpa rt of
the figu r e． Clo sed circle sindic ate n u cle otide
diffe re n ce sbetw ee nC4a nd Slp s equ e n c e s． In
the lo w e rpa rt of the figu re wa s sho w n the
a uto r adiogr a m of the So uthe m blot a n alysis
u singthe C 4－SpeCific probeくrightsidelo rthe Slp．
SpeCific pr obe く1eft sideン． T he re s ult of e xpe ri－
m e nt u sing co smid clo n elくrepr es e nting Slp
W 7 C
l，
Clo n e4くC 4W 7l， Clone 8くSlpW 7bl， Clo n e22くSlpW 7り，
a nd clo n e27くSlp
W 7 d
lw e reshow n in thisfigu re．
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Cl．22， Cl．271 H ind IIIで 消化し サ ザ ン プ ロ ッ ト を行 っ
た ． そ の結果 1 つ の ク ロ ー ン の み が C4 プロ ー ブと 反
応 し， 他の 4 つ は Slp プ ロ ー ブ と の み 反 応 し た く図
6う． こ の結果 に 従っ て ，C 4 プロ ー ブ と反応 した遺伝子
を C 4
W 7
， Slp プ ロ








W 7d と名付 け る事 に した． こ
れ ら の コ ス ミ ド ク ロ ー ン を Ba mH I で消化後， 5
， プ
ロ ー ブ を使用 して サ ザ ン プ ロ ッ トを行 っ た と こ ろ， 5
つ の グ ル ー プ に お い て それ ぞ れ 4 ．2 k bくC 4W 7l， 4．1
kbくSlpW 7dl， 2．9 kbくSlpW 7al， 2．7 kbくSlpW 7cl， 1．9
kbくSlp
W 7bl の 1本 の バ ン ドが検出さ れ た く図 7中に
太 い 矢印で示 す1． 肝臓の高分子 D N A を Ba mH Iで
80 U ndQ ry Of Ihe 9e n e
5ノ 3
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Yニ川nd I iこBQ mHI サニBgI五 十こEc oRエ
十ニSolエ 7二Xh．工 卜Soc正
Fig． 7． Re strictio n m aps ofthe D N Asp an 1ng the
C Oding reglO n a ndthe 5
，
－flank ing r eg1 0 n Of fiv e
C4－r elated ge n e s of the H －2
W 7
m o u se． T he
Subclo n s c o ntaining fiv e C4－ related ge n es w e re
Cha r a cterized by dige stion with the indic ated
r e strictio n e n zym e s． T he horizo ntal thick
a rr o w s u nde r the ge n e sindic ated the poly－
m o rphic D N As egm e nts hybridiz ng with the 5
，
e nd probe． T he ho riz o ntalthin a rr o w sindic ated
the 3
，
end s egm e nts c o ntainingthe cha r a cte ristic
HindIIIsite． Ho riz o ntal dotted a rr o w o v e rthe
C 4W 7 gen eindic ate s a n ap pro xim atelocation of
the r e co mbin atio n site which w a sinfe rr ed fro m a
un 1que Bgl IIsite in the 5
7
－ e nd regl O n Of the
Slp
W 7 8
ge n e a nd a u niqu e Ec oR I site inthe
C entral region ofthe C 4ge n e．
消化 し， サ ザ ン プ ロ ッ トを 行 っ たと こ ろ， 前述と同様
な 4．2 k b， 4．1k b， 2．9 k b， 2．7k b， 1 ．9kbの 5本の バ
ン ドが 検出さ れ ， C3 H． W 7マ ウ ス に は 5 つ の C4に 連
関し た遺伝子 が存在 し， そ れ をす べ て 単離 で き た事が
明 ら か とな っ た ．
3 ． 詳細な制限酵素地図に よ る解析
遺伝子 の 全体像 を明 らか に す るた め， Cl．4 くC4Wり，
Cl．22くSlpW 7 al， Cl．8くSlpW 7 bl， Cl．36くSlpW 7 cl， Cl．17
くSlpW 7 dlか ら Ec oR I で遺伝子部分 を切 り出 し， pUC
19ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ後， 詳細 な制限酵素地
図を作成 した く図7う
．
そ の 結果 3
，
側 は F M系マ ウス
の Slp 遺伝子に も見 られ る 3 つ の Hind l廿サ イ トく図
7中に 細い 矢印で示 すl が ， SlpW 7 a， SlpW 7b， SlpW 7C，
Slp
W 7d に は共通 して 存在 し てい るが ， C 4W 7 に は 1 つ の
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Fig． 8． D N Asequenc e s ofthe5
，
－fla nkingdiv erge nt
r egio n ofthe C4a nd Slp ge n e s of F MくH－2
d
l， B lO．
B RくH－2り a nd C3 H． W 7くH－2W 7J str ain s． T he
nu cle otide n u mbe r ofthe C 4F M ge n eis pres e nted
atleftside a ndallthe othersequ enc e s a re align ed
With the C4F M s equ e n c e． Nu cle otide r esidu es
pre s e nted inthe s equ e n c e s a retho se ofothergen e
S equ e n c e sthat a re diffe re nt fr o m the C 4F M
S equ e n C e－ Da sh indic atethe po sitio n s wherethe
S equ e nCeisthe sa m e a sthe C4F M． 揮indic atedthe
deletio n introdu c ed into the s equ e n c eto
m a ximiz ethe ho m olog y withthe C 4F M sequ en c e．
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伝子 に 見 ら れ る Ec oR I サ イ ト， X ho I サ イ ト が
C4W 7の み に 存在 し， 他の 4 つ の 遺伝子 に は見 られ な い
事が明 らか と な っ た ． 従 っ て 3，側 に お い て C4W 7 の み
が ユ ニ ー ク で あ り， 他の 4 つ の 遺伝子 は類似 した構造
を持つ と考 えられ た ． と こ ろが 5






W 7 dに は共通 した H indIIIサ イ ト及
び Sall サイ トが 見 られ たが ， SlpW 7 aに は 見ら れ ず，
SIp






W 7 dの 3つ の 遺伝子 は C4W 7に 類似 した 5， 部
分及 び SlpW7a に 類似 した 3， 部分 を持 つ ， ハ イ ブ リ ッ




－fla nking 部位 の 塩基配列の 決定
前述の ハ イ ブ リ ッ ド様構造を持つ 3つ の遺伝子 の 構
造を よ り詳細 に 解析す る ため ， 5，イ1弧 king 部位の 塩基
配列を部分的に 決定 した． 既に 報告 して い る よう に a 2I，
F M系 マ ウ ス の C4遺 伝 子 及 び Slp遺 伝 子 間 で 5
，
－
fla nking 部位に も非常 に高 い 相同性 く95％lが認め ら
れるが ， 開始 コ ド ン か ら約 300 bp 上 流 に 著 しい 相違が
見られ る． よ っ て 5つ の 遺伝子 に つ い て こ の 部位の塩
基配列 を決定 した． 合わせ て B lO．B Rく鉦2りの C 4遺
伝子 くC4kうの 塩基配列も決定 し， 比較 し た． 図 8に 示
した よう に F M系マ ウ ス の C4くC4F MJと Slp くSlpF Ml
と を比 較 した と こ ろ， 322 bp 申22塩基の置換及 び C A
を 基本と した 繰 り返 し構造中に SlpF M に 特徴的な 60
bp の 大き な 欠失が見 られ る． 得ら れた 5 つ の 遺伝子 の
配列 を こ れ ら と比較 した と こ ろ， Slp
F M と Slp
W 7aは完
全 に 一 致 し た
．
一 方他 の 4 つの 遺伝子 は 明 ら か に，
C4
FM に 類似 し て い た ． C4W 7 は， C4FM に比 べ 8 bp の 欠
失が認め られ たが， 塩 基置換 はわ ずか 1 bp しか見 られ
な か っ た ． Slp
W 7 bと C 4F M を比較す る と， SlpW 7 bに 28
bp の欠失が認め られ た が， 塩基 置換 は 1 bp しか 見 ら




と C 4F M を比較す る と， SlpW 7Cに 2
bp の 欠失及 び 3 bp の 塩基置換 が認 め ら れ た だ け で
あっ た ． Slp
W 7 d
と C4F M を比 較 したと こ ろ，8 bp の 欠失
が SIp
W 7 dに 認 め ら れ た が ， 塩 基 置換 は 2bp の み で






W 7 dI の 5，．flanking部位
は C4遺伝子由来で あ ると考 えられ る．
考 嚢
C4h マ ウ ス と C 41 マ ウ ス の肝臓 か ら全 R N A を抽出
し C4． m R N Aを定量し たと こ ろ， 既に 報告さ れ て い る
結果1 0ト 1 2Iと 一 致 して ， C4b に C 41 に 比 べ 約10倍以上
の 多量 な m R N A が検出さ れ た ． こ の よ う に mR N A
量が C 4 の血 中濃度 の差 を反映 して い る事 は， C 4h と
C41 の 善が翻訳以前の段階で生じて い る事 を示 して い
る
． 次 に 転写活性 を比較 した と こ ろ， C4b と C41 間で 有
計 ．川
せ
A dd 椚o n ロl 用 C O mb ln ロI10 nくSユ
キ
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Fig． 9． M odel de sc ribing u n equ alc ro s s
－ O V erbetw e entw oho m ologo u s chro m o so m e s r es ultingin the
r e c o mbin atio n ofthe C 4a nd Slp ge n ein the H－2
W 7
m o u s e． X indic ates apropos edregio n ofcro ss－
o v e rpr obablylo c ated in the 5
，
－ e nd regio n ofthe ge n e s， althoughthe pr ecis e site ofr e c o mbin atio n
w a s n ot dete r min ed． A ddition al u n equ al cross－ O V erS m ay ha v e o cc u rr ed in the limited r egio n
r e sultingin the m ultiplic ation ofthe r e co mbin a nt C 4－Slp ge n e s．
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意な差は 認め られ な か っ た ． ま た肝臓の 核内 RNA を
定量 し比較 した と こ ろ， 2倍程度の 差が 認 めら れ た だ
け で あ っ た ． こ の 2倍程度の量の 善 が， どの 程度転写
活性 の菱 を反映 して い るの か は 現在 の と こ ろ明確 で は
な い ． しか しなが ら現在 まで 考 え られ て い たよ う な転
写活性の 大 き な 差11ト1引が 無 い 事 は 明 ら か で あ り，
PO St－tr a n S C riptio n alコ ン ト ロ ー ル が こ の 間題 で 重 要
な 役割 を 演 じ て い る と 結論 す る こ と が で き た ．
Hem enway ら は ， Slp を 全 く 発現 し て い な い H－2
d
くC4bIマ ウス の雌， 汁2k くC 4り マ ウス の 雌， そ して H－
2W 7 マ ウス の雌 を使用 し， D Na s eI感受性部位 を検出
して い る3引． そ の 結果， C 4遺伝子 の 5，－fla nking部位 に
4 ケ所 の 感受 性部位 が存在 し て い る 事 を明 ら か に し
た
．
そ の部位の 感受性 は， 甘2d くC4hコ マ ウ ス と 牲2k
くC 4り マ ウ ス で は 同程度の強 さで あり， H．2W 7 マ ウ ス で
は これ らに 比 べ て数倍程度強か っ た ． こ の 事は ， C4h と
C 41 間 で転写活性に 有意 な善が 無い 事 を， さ ら に 後述
す る よ う に ， H －2
W 7 マ ウ ス に は C4由来 の 5，．fla nking
部位 を持つ r e c o mbin ant遺伝子 が 3つ 存在 し， そ の う
ち の い くつ か が発現 して い る事 を支持 して い る と考 え
られ る
．
で は po st．tr a n s criptio nの どの段 階で C 4h と
C4I の 差が生 じて い る か と い う 問題であ るが ， 現在の
と こ ろ， ヒ ス ト ン 遺伝子3 41や c－ m yC 遺伝子
351の 発現及
び成長 ホ ル モ ン の誘 導抑 や リ ン ホ カ イ ン の 誘 導3 7I等
が ， m R N A の安定性 を介 して調節 さ れ て い る と 考 え
られ てい る． また ， M E C の ク ラス 1遺伝子 の発現 は，
核 内 R N A の分解 の程度に よ っ て 調節 され て い る と考
えら れ てい る 細 ． これ 以外 に R N A のス プ ライ シ ン グ
の段階で の調節 も考え られ る． も し C 4b と C 41 に お い
て R N Aス プ ライ シ ン グの段階で差 が生 じて い る な ら
ば， 全 R N Aの ノ ザ ン プ ロ ッ トに お い て ス プライ シ ン
グ の途中の高分子 C 4－R N A が検出さ れ る はず で あ る
が， 図1 に 示 した よう に その よ う な高分子 C 4．R N A は
検出でき な い ． 一 また ， 核 内 C4－ R N A量 の 差は 2倍程度
しか認め ら れ ない 事よ り， 核内 で の C 4．R N Aの 分解 に
大 き な差 は生 じ てい な い と 思われ る． 以 上 の 事 よ り，
C4－ m R N Aの 安定性の差が， C 4h と C 41 の 発現量の 差
の 原因で ある可能性が高い と 思 わ れ るが ， こ の点 は今
後の 問題 で ある．
コ ス ミ ドを 用い て C 3 H．W 7くH－2Wり マ ウ ス の C4遺
伝子及びSlp 遺伝子 の構造解析 を行 っ た． その結果，
C3 H． W 7マ ウ ス は C4遺伝子 を 1 つ くC4W 7l， Slp遺伝
子 を 1つ くSlpW 7 al， そ して C 4W 7 に類似 した 5
， 部分及
びSlp
W7 8 に類 似 した 3， 部分 を持つ ハ イ ブ リ ッ ド様構
造 の遺伝 子 を 3つ くSlpW 7b， SlpW 7 C， SlpW 7 dl 持つ 事が
明ら かと な っ た ． この よ うな ハ イ ブリ ッ ド様構造は ，







W7dl が C4 遺伝子 と
SIp 遺 伝 子 と の re c o mbin atio nの 結 果 生 じ た r e．
C O mbin a nt遺伝 子 だ と考 え れ ば 説明 す る事 が で き る．
r ec ombinatio n は， 図 7 上部 に 破線 の 矢 印 で 示 し た
Slp
W 7 aに 特異的な Bgl II サイ ト か ら C4W 7に 特 異的な
Ec oRI サイ トの 間で起 こ っ たと考えられ た． 実際， 図8
に 示 した よ う に ハ イ ブ リ ッ ド様構造 を持 つ 3 つ の 遺伝
子 は C 4由来 と考 え ら れ る 5，－flanking 部 位 を 持 っ て
い る
．
ま た既 に 発 表され て い る H．2W 7の C 4－CD NA391と
Slp－ CD N AくSlpW 7－1l401の 塩基配列を比 較す る と ， 翻訳
開始の メ チオ ニ ン か ら 163番目 の ロ イ シ ン ま で は完全
に 一 致 して い る． と こ ろが ， そ れ以 降で は 4 ％程度の
置換が見 られ ，SlpW 7．1 が r e c o mbin a nt遺伝 子 由来で あ
る事 を示 唆 して い る ． 図 9の モ デ ル は r e c o mbin a nt遺
伝子 が 生 じて 来た過程 を示 して い る． まず， 不対接合
の 結果不等交叉 が起 こ り， 5， 側が 黒 で 示 した C4由来，
3
，
側 が 白で示 した Slp 由来 の r ec o mbin a nt 遺伝子 が
生 じた． 同様な 不等交叉 が さ らに 起 こ り， 最終 的に 3
つ の r e c o mbin a nt遺伝 子 が 生 じ た と い う モ デ ル で あ
る
．
こ の モ デ ル に よ ると ， 典型 的な Slp で あ る Slp
W 7 a
が 最も 5， 側に 位 置 し， ま た 3 つ の re c o mbin a nt遺伝
子 は そ の 3
， 側 に 2 トOH 遺伝子 を伴う 事に な る． 事実，
Bf－ CD N Aを用 い た サ ザ ン プ ロ ッ ト に よ り， Slp
W 7 a遺
伝子 の 上 流約 40 kbに Bf遺伝子 が 存在 して い る 事を
確認す る こ とが で き た ． ま た， 21，O H－ CD N A を用い た
サザ ン プ ロ ッ ト に よ り ， 5 つ の 遺伝 子 は す べ て そ の 3，
側 に 21－O H遺伝 子 を伴 っ て い る事が 確認で き た． これ
らの 結果は こ の モ デ ル を 支持 して い る と考 え られ る．
著者 ら は既 に F M 系マ ウ ス を用 い て， C4遺伝子 と
Slp 遺伝 子 の 発現様式の 相違 は 5
，
．fla nking 部位 に あ
る事， す な わ ち C4遺伝子 の 5
，
－fla nking部位 に は構成
的な転写活性 が見 られ るが ， Slp遺伝子 に は 活性が認
め られ ない 事 を 示 して い る3 21． 従 っ て， こ れ ら 3 つ の
r e c o mbin a nt遺 伝 子 が 機能的 な C 4由来 の 5
，
－fla nk，
ing 部位 を持 つ 事が H．2W 7マ ウ ス に お け る 構成的 な
Slp遺伝子 の 発現の 原因， つ ま り 3 つ の r e c o mbin a nt
遺伝子 の う ち， 少な く と も 1 つ は C 4様 の 発現 をし て






－fla nking 部 位 を pS V O C A Tベ ク タ ー に
組み込 み ， ヒ ト肝癌由来 HepG2 細胞 に 導入 し て C A T
ア ッ セ イ を行 っ た と こ ろ， 典型 的な Slp で あ る SIpW 7
a
で は 全 く 転写 活性 が 検 出 さ れ な い の に 対 し，
re c o mbin a nt遺伝子 で あ る SlpW 7b， SlpW 7C で は構成的
な転写満性が認 めら れ た． 前述の 結論 をさ ら に 支持す
る結果 と し て Ogata ら は cD N Aの 解析 よ り ， H－2W 7
マ ウス で は少な く と も 2種類の SIp－ m R N A が 発 現 し
てい る 事を示 して い る 欄 4り ． 彼 らが SlpW 7－1 と呼 んで い
る cD N A は， C A P サイ ト の す ぐ 3
， 側に Bam H I サ
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イ ト を持 つ 事及 び H in c工1 サイ ト を持 た な い 事よ り ，
Slp
W 7 bも し く は Slp
W 7c の い ず れ か の 遺伝子 に 対応 す
る と考 えられ ， 少な く とも SlpW 7 b， SlpW 7e の う ちの 一
方の m R N A が肝臓 で 発現 して い る と 考え ら れ る． ま
た， Robin sら は H－2
W 7
マ ウス か ら C4 遺伝子 を 1 つ ，
Slp 遺伝子 を 3 つ 単離 し， L細胞 に 導入 し て い る 瑚 ． そ
の 結果 C4遺伝子 と 2 つ の Slp 遺伝子 を導入 した細胞
は， C 4 も しく は Slp を分泌 す る よう に な っ た ． こ れ ら
の 結果 は 少な く と も 2種 の Slp遺伝 子 が 発 現 し て い
る事 を示 し て お り， 今回 の 結果を強 く支持 して い る と
思 われ た．
結 論
1 ． C 4の 高発 現 系 くC4hl と低発現系 くC4り の マ ウ
ス の 肝臓 か ら全 R N A を抽出 し， C4－ m R N Aを定量 し
たと こ ろ ，血 中濃度 を反 映 し C4h に C41 に 比 べ て 10倍
以上 多量 の C4－ m R N Aを検出 した．
2 ． C A T アツ セ イ ， n u Cle a r tra n s c riptio nくru n－
o nフ ァ ッ セ イ を行い ， 転写活性 を測定 し て C4b と C 41
で比 較 した と こ ろ ， 有意な 差は認め られ な か っ た ．
3 ， C4h マ ウ ス と C41 マ ウ ス の 肝臓 か ら核内 R N A
を抽出 し， 核 内C4．R N Aを定量 比 較 し た． その 結果
C4h に C 41 に 比 べ て約 2 倍量 の C4－ R N Aを検出 し た
が， とて も血中濃度 や m R N A 量の 差 を説明 で き る穣
の 羞で はな か っ た ．
4 ． Slp を構成的 に 発現 し て い る 発 現 変異種 C 3 H．
W 7 く臥2Wり マ ウ ス か ら， 5 つ の C 4に 連関 した遺伝子
を， コ ス ミ ドを用 い て， ク ロ ー ニ ン グ した．
5 ． 得 られ た コ ス ミ ド ク ロ ー ン の 解析 の 結果， 汁
2W7 マ ウ ス は C4 遺伝子 を 1 つ ， Slp 遺伝子 を 1 つ ， そ
して C4 遺伝子 と Slp 遺伝子 の re c o mbin atio nの 結果
生 じた と考え られ る ， 5，側が C4 由来， 3
，
側が Slp 由来
の r e c o mbin a nt遺伝子 を 3 つ 持 つ 事 が 明 ら か と な っ
た ．
C4b と C4t の 比 較 に お い て ， 転写活性に 大き な羞 が
無 い に も か か わ ら ず， C4－ m R N A量 に 10倍程度 の 大
きな差が 生 じて い る事よ り， C4h と C41 の C4 発現 量 の
差 は po st－tr a n SCriptio n alな コ ン ト ロ
ー ル の 段階 で 生
じて い る と考 えられ た ． また， B －2W 7 マ ウ ス は 3 つ の 5，
側が C4 由来， 3， 側が Slp 由来の r ec o mbin a nt遺伝 子
を持 っ て お り， これ らの う ち少な く とも 1 つ は， 機 能
的な C 4由来 の 5
，
－fla nking 部位 く遺伝 子発現調節部
位うを持 つ 事が ， 臥2W 7 マ ウ ス に お け る Slp の 構成的発
現 の 原 因で ある と考 え る事が で き た．
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T hefbu rth c ompo n e nt ofc om ple m e ntくC41in hu m ansis c o mpo s ed of
－
tw o iso ty pe sくC 4 Aand
C 4 Bl e nc oded by tw o closely linked loci． Deficie n cy of C 4 Aa nd C 4 Bo c u r at v e ry high
frequen cy り0一 旬 15 ％l， a nd hav ebe e n clo s ely ass ociated with pa rtic ula rdise a se ssu ch as Syste mic
Lupus Erythem atosusくSL El and Conge nital A dr e n al Hy pe rpla siaくC A Hlt T he deletio n ofthe
gene c an no tbe detected in on e
－halfof C 4 de丘cien cy， W hich ispr obablythe r esult ofvariousdefbcts
at the lev el ofgene e xpre ssio n． In the m ou s e， ther e a re tw ois oty pe s， C4 and sex
－1imited pro tein
くSlpI． C4 is c onstitutiv ely expre ss ed， W hile SIp is te sto ste r o n e－ r egulated in com mon inbred
Strains． In additio nt o this sta ndard patte r n， m any e XPr e Sio n v a riants e xistfbr both C4 a nd Slp，
thus providing an attra ctiv e model system fbr the s tudy of m ole c ula r m echa nism s of hu man C 4
de丘ciencie s． T he pre se ntr e sear ch w as pe rfbr m ed as a modele xperim ent of dis o rde r of hu m an C 4
Synthesis． Low C 4
－
Pr Odu cing strain sくC 4りha v el ON 20 fbld le s C 4protein in pla s m atha nhigh
C 4－PrOdu cing str ain sくC 4hl． To unde r sta nd the m e cha nism ofthis difftr e n c e， R N A blotting，
Chlor a mphenicol a cetyltr a nsfbr aseくC A TJ ass ay， and n ucle ar tr a n s c riptio n a ss ay w e re perfbr med．
T he r e sults of com parative st udiesr ev ealed that ste ady－St ate C 4－ m R NA le v els a r e se v e r al
－fbld
highe rin C 4h str ains tha nin C41strains． H ow ev e r， the reis n o slgnific a ntdi脆 re n c ebetw e e nthe
relativ e ra te s of tran s c ription of C 4
h and C 4l． T hese r esults s ug gest that the maJOr part Ofthe
r egulatio n ofplasm a C 4 le v els in these strains o c c u r at the le v el ofposttr a n sc rlpt O n． In most
m o u sestr ains， eXPreS Sion ofa ge n e e n c odingSlpisindu ced bytestoste ron e， how e v e r，in the H
－2W7
m o use， Slpis e xpressedconstitutivelyin the s a m e way as C 4． To e xamine the stru cturalba sisfbr
the te stoste ron e－inde pende nt expr e sion ofSlp， allofthe fiv eC 4十r elated ge ne s w e r eisolated from
the c o smid library of the H －2
W7
m o u se． A com pa rison of the str u ctu r al datayiel ded the
con clu sion that thre e ofthe ap pare ntSIp ge n e s of H
－2W7 a r einde ed r e c o mbin a ntge n es c o mprlSl ng
C 4－de riv ed 5， reglOn and Slp－ derived 3
，
regl O n． T he fact that C 4
－SIp r e com bin a nt ge ne sretain
C 4－de rived 5
，
－ na nking reglOn in cludingthe pro m ote r e xplain sthe C 4
－1ike c o n stitutiv e e又Pr eSion
Of Slp l nthe H
．2W 7 m o u se ．
